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摘 要:为了研究牦牛 DRB3． 2 基因 exon 2 遗传多样性，试验采用 PCR － RFLP 对天祝白牦牛、甘南牦

牛、大通牦牛 3 个类群 757 头个体的 MHC － DRB3． 2 基因进行 PCR － RFLP 分析。结果表明: 共检测

出 8 个 Hae Ⅲ酶切位点、11 种基因型; 在 3 个牦牛类群中，Hae Ⅲ C 基因型( 225 bp /175 bp / 85 bp /
35 bp) 在大通牦牛、天祝白牦牛中是优势基因型，基因型频率分别为 0． 387 和 0． 366; 而在甘南牦牛

中，Hae Ⅲ A 基因型( 175 bp /85 bp /35 bp) 为优势基因型，基因型频率为 0． 306。3 个群体的多态信息

含量分别为 0． 739，0． 754，0． 743，均达到了高度多态( PIC ＞ 0． 50) 。说明牦牛 DRB3． 2 基因具有高度

多态性，在研究牦牛抗病育种和提高牦牛生产性能方面具有独特的效力和广泛的应用前景。

The polymorphism study of DRB3． 2 gene by PCR －RFLP in three yak populations
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Abstract: To study the genetic diversity of DRB3． 2 gene，PCR － RFLP was used to analyze the MHC － DRB3． 2 genes from 757 yak individuals
belonged to three different groups ( Tianzhu white yak，Gannan yak and Datong yak) ． The results showed that 8 Hae Ⅲ restriction site and 11
genotype were detected，HaeⅢ C ( 225 bp /175 bp /85 bp /35 bp) was the dominant genotype in Datong yak and Tianzhu white yak，its frequen-
cies were 0． 387 and 0． 366 respectively． Hae Ⅲ A ( 175 bp /85 bp /35 bp) was the dominant genotype in Gannan Yak，its frequency was 0．
306． The Polymorphic information contents of three different groups were 0． 739，0． 754 and 0． 743，respectively． All of them reached high poly-
morphism ( PIC ＞ 0． 50) ． The results indicates that DRB3． 2 gene is highly polymorphic，it has a unique effect and wide application prospects of
breeding for disease resistance and raising the performance of yak．

1936 年，Gorer 首次在小鼠体内发现了主要组织

相 容 性 复 合 体 ( major histocompatibility complex，

MHC) 。MHC 基因是基因组中多态性最丰富的基因

之一，编码细胞表面糖蛋白，主要参与机体的免疫应

答调控、抗原识别及诱导免疫反应，在脊椎动物的免

疫系统中起着十分关键的作用。BoLA － DRB 是牛

MHC 基因家族中的Ⅱ类基因，是该基因家族中最主

要的功能基因
［1］，所编码的 MHC 抗原与免疫应答和

抗病性密切相关
［2 － 3］。国外对 BoLA － DRB3． 2 基因

的诸多研究证实该基因具有高度多态性
［2，4 － 6］。牦牛

( Bos grunniens) 是生活在青藏高原的特有牛种，终年

放牧，极少有补饲，但能很好地适应当地高寒、高海拔

的恶劣环境，提供肉、乳、皮、毛等畜产品，是当地牧民

不可或缺的重要生产资料和生活资料。国内相关研

究已证实，牦牛对疾病有较高的抗性，但对其基因研

究的相关报道较少。本研究运用 PCR － RFLP 技术

对大通牦牛、天祝白牦牛和甘 南 牦 牛 3 个 类 群 的

DRB3． 2 基因进行多态性研究，旨在为我国牦牛的抗

病育种提供基础资料。
1 材料

试验共采集牦牛血样 757 份，其中大通牦牛血样
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287 份( 采自青海大通种牛场) 、天祝白牦牛血样 336
份( 采自天祝县西大滩、松山、抓西秀龙等乡的牦牛

场) 、甘南牦牛血样 134 份 ( 采自甘南藏族自治州李

恰如种畜场) ，5 mL /头，均为颈静脉血，用枸橼酸葡

萄糖( ACD，acid citrate dextrose) 抗凝，4 ℃ 条件下运

输，带回实验室后 － 20 ℃冻存，备用。
基因组 DNA 提取试剂盒 ( Relaxgene Blood DNA

system，DP319 ) 、2 × Taq PCR Master Mix ( KT201 －
12) 、pUC18 DNA /MspⅠ，购自天根生化科技( 北京)

有限公司; 限制性内切酶 Hae Ⅲ，购自纽英伦生物技

术( 北京) 有限公司。
引物，参照参考文献［7］设计，委托宝生物生程

( 大连) 有限公司合成。序列为上游引物 5' － GATG-
GATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCT － 3'; 下 游 引 物

5' － CTTGAATTCGCGCTCACCTCGCCGCTG －3'。
2 方法

2． 1 基因组 DNA 的提取

按照基因组 DNA 提取试剂盒操作步骤从冻存血

样中提取牦牛基因组 DNA。用紫外分光光度法和

0． 8%琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA 的纯度和浓

度，稀释基因组 DNA 样品浓度至 50 ng /μL。
2． 2 PCR 扩增

PCR 反 应 体 系: 2 × Taq PCR Master Mix
12． 5 μL，上、下游引物各 1 μL，模板 DNA 1 μL，用超

纯水补足至 25 μL。PCR 反应条件: 94 ℃ 预变性

5 min; 94 ℃变性 30 s，65 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸

40 s，共 35 个循环; 72℃ 延伸 10 min。PCR 产物用

1． 5%琼脂糖凝胶电泳检测。
2． 3 酶切

取 PCR 产物 5 μL，加入 10 U /μL Hae Ⅲ内切酶

0． 5 μL，10 × NEB Buffer 1 μL，用超纯水补至 10 μL，

37 ℃消化过夜，3%琼脂糖凝胶电泳检测酶切结果。
2． 4 统计分析

基因型频率是一个群体中某一性状的各种基因

型之间的比率。由于 PCR － RFLP 检测结果为共显

性等位基因，因此表型频率即为基因型频率。
基因型频率 = 基因型个体数 /测定群体总数。
多态信息含量( polymorphism information content，

PIC) : 用于对标记基因多态性的估计，PIC ＞ 0． 50 为

高度多态，0． 25 ＜ PIC ＜ 0． 50 为中度多态，PIC ＜ 0． 25

为低 度 多 态。计 算 公 式 为 PIC = 1 － ∑
m

i = 1
Pi

2 －

∑
m － 1

i = 1
∑
m

j = i + 1
2P2

i P
2
j ，式中 Pi 和 Pj 分别表示第 i 和第 j 个等

位基因在群体中的频率，m 为等位基因数。
3 结果和分析

3． 1 牦牛 DRB3． 2 基因 PCR 扩增

以牦牛基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，得到

1 条大小约为 304 bp 的特异性条带( 见图 1) 。

1 ～ 6． 扩增的 DRB3． 2 基因 DNA; 7． MarkerⅠ。

图 1 PCR 扩增结果

Fig 1 The result of PCR amplification

3． 2 牦牛 DRB3． 2 基因 RFLP － Hae Ⅲ酶切

对大通牦牛、天祝白牦牛、甘南牦牛 3 个牦牛群

体的 DRB3． 2 基因进行 Hae Ⅲ酶切，通过琼脂糖凝胶

电泳发现牦牛 DRB3． 2 基因存在较丰富的多态性，共

发现 11 种基因型，在不同牦牛类群中基因型分布存

在一定差异，其中大通牦牛和甘南牦牛出现 10 种，天

祝白牦牛出现 9 种。图 2 是牦牛 DRB3． 2 基因 Hae
Ⅲ酶切电泳图谱。

M． pUC18 DNA /Msp Ⅰ; 1 ～ 11． 基因型为 A，B，C，D，E，F，G，

H，I，J，K; 12． 空白对照组。

图 2 牦牛 DRB3． 2 基因 Hae Ⅲ酶切电泳图谱

Fig 2 Enzyme electrophoresis of Hae Ⅲ of DRB3． 2
gene in yak

由图 2 可见，共发现 8 个酶切位点，产生的 8 条

带分别约为 225 bp、195 bp、175 bp、140 bp、110 bp、
85 bp、60 bp 和 35 bp。
3． 3 牦 牛 DRB3． 2 基 因 型 及 基 因 频 率 统 计 ( 见

表 1，2)

表 1 不同基因型在牦牛类群中的基因型频率

Table 1 The gene frequencies of different
genotypes in yak populations

基因

型

大通

牦牛

甘南

牦牛

天祝

牦牛

基因

型

大通

牦牛

甘南

牦牛

天祝

牦牛

A 0． 230 0． 306 0． 202 G 0． 017 0． 007 0． 006
B 0． 164 0． 119 0． 080 H 0． 111 0． 134 0． 235
C 0． 387 0． 284 0． 366 I 0． 003 0． 007 0． 012
D 0． 052 0． 104 0． 051 J 0． 003 0． 007 0
E 0． 010 0 0． 006 K 0 0． 007 0
F 0． 021 0． 022 0． 042

在 3 个 牦 牛 类 群 中 ，基 因 型 H ae Ⅲ C

2
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表 2 不同酶切片段的分布频率

Table 2 The frequency distributions of different
restriction fragments

品种 35 bp 60 bp 85 bp 110 bp 140 bp 175 bp 195 bp 225 bp
大通牦牛 0． 223 2 0． 003 0 0． 284 7 0． 006 0 0． 052 6 0． 229 2 0． 006 9 0． 194 4
甘南牦牛 0． 233 8 0 0． 279 7 0． 006 3 0． 075 2 0． 242 2 0． 008 4 0． 154 5
天祝牦牛 0． 224 0 0． 001 5 0． 258 7 0． 010 8 0． 084 7 0． 234 8 0． 004 6 0． 180 9

( 225 bp /175 bp /85 bp /35 bp) 在大通牦牛、天祝白牦

牛中是优势基因型，基因型频率分别为 0． 387 和 0．
366; 而在甘南牦牛中，基因型 Hae Ⅲ A ( 175 bp /85
bp /35 bp) 为优势基因型，基因型频率为 0． 306。

经计算，大通牦牛、天祝白牦牛、甘南牦牛多态信

息含量( PIC) 分别为 0． 739，0． 754，0． 743，都达到高

度多态( PIC ＞ 0． 50 ) ，说明这 3 个群体多态性高，遗

传变异大，在 DRB3． 2 基因上选择的潜力比较大。
4 讨论

4． 1 关于牦牛 MHC － DRB3． 2 基因多态性的探讨

MHC 是广泛存在于哺乳动物中的基因复合体，

其在家畜机体免疫系统中具有重要作用，已成为家畜

抗病育种的研究热点。具有高度多态性是 MHC 最

显著的特点，其中 DRB 位点的多态性最高。本研究

通过对牦牛 DRB3． 2 基因进行 PCR － RFLP 研究，发

现 8 个 Hae Ⅲ酶切位点、11 种基因型，多态信息含量

在 3 个牦牛类群中均达到了高度多态( PIC ＞ 0． 50) ，

证明在牦牛类群中，DRB3． 2 基因也具有高度的多

态性。
4． 2 MHC － DRB3． 2 基因与疾病抗性和生产性能的

相关性

BoLA 编码抗原参与抗原递呈，特别是 BoLA －
DRB3． 2 基因，是牛 MHC 基因家族最活跃的功能区

域，在牛免疫系统中起着重要的作用
［8］。B． E． Gil-

liespie 等
［9］、S． Sharif 等

［10］
和高树新等

［11］
报道，BoLA

－ DRB3． 2 基因与牛奶中的体细胞数( SSC) 和奶牛乳

房炎的高发病率显著相关，还与胎盘滞留率的低风险

性显著相关。A． B． Dietz 等
［12］

对 1 100 头美国荷斯

坦泌乳母牛的 BoLA － DRB3． 2 基因座进行基因分

析，发现 BoLA － DRB3． 2 基因的第 8，16，22，23 号等

位基因均与不同时期的高 SCC 相关，并指出 BoLA －
DRB3． 2 * 16 对 高 的 SCC 是 一 个 危 险 因 素。S．
Sharif 等

［10］
通过克隆表达 BoLA － DRB3． 2* 22、* 23

和* 24 的多肽，揭示了这些等位基因与金黄色葡萄

球菌引起临床型乳房炎的相关性。杨东英等
［13］

利用

PCR － RFLP 技术对易感染和不易感染乳房炎的 90
个奶牛个体 DRB3． 2 基因进行分析发现，BoLA 等位

基因 A 作为母牛乳房炎易感性的候选标记具有潜在

的有效性，M． N． Ruzina 等
［14］

运用 PCR － RFLP 技术

对 Kalmyk、Yakut 和 Mongolian 牛 DRB3 基因进行研

究，发现 Mongolian 和 Kalmyk 牛具有高度多态性，而

Yakut 牛多态性比较低，分析原因可能是近亲交配和

长时间的小群体隔离造成的。
由于青藏高原特殊的地理环境和气候条件及长

期的自然选择和人为干预，形成了现在广泛分布于这

一区域、具有较好适应性和抗逆性的牦牛类群，MHC
基因的高度多态性及其在动物机体免疫系统中的重

要功能，使其在研究牦牛抗病育种和提高牦牛生产性

能方面表现出独特的效力和广泛的应用前景。
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